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C2一神经酰胺对小鼠T淋巴细胞

体外活化和增殖的影响

慕静静， 曾耀英， 黄秀艳， 赵晓慧
(暨南大学生命科学技术学院组织移植与免疫中心，广东广州510632)

【摘要】 目的：研究Cz一神经酰胺(C：—cer)对小鼠T细胞体外活化和增殖的影响，并对其免疫调节作用进行初步

探讨。方法：分离小鼠淋巴结细胞，加入刀豆蛋白A(ConA)或佛波醇酯(PMA)和离子霉素(I∞)进行刺激，以不同

终浓度的C：-．oer与T细胞共培养。流式细胞术结合双色荧光抗体染色，检测T细胞早期活化抗原CD69的表达；用

羧基荧光索双醋酸盐琥珀酰(CFDA-SE)染色结合流式细胞术，并用ModFit软件分析T细胞增殖相关指数。结果：

终浓度为25、50和75 lunol／L的C2峨r可以显著抑制ConA诱导的T细胞CD69的表达，由ConA组的(60．13±
I．18)％，分别降低为(54．56±1．14)％、(48．73±1．26)％和(27．09±1．07)％(P<0．01)；CFDA．SE染色结果显

示，各浓度C2-P-沱r对ConA诱导的小鼠淋巴细胞增殖，具有明显的抑制作用，增殖指数(丹)由C0rLA组的(1．81±

0．25)，分别降低为(1．46±0．01)、(1．25士0．04)和(1．18±O．03)(P<0．05)；各浓度c2．cer均可明显抑制PMA+

Ion诱导的小鼠淋巴细胞增殖，增殖指数(P，)由PMA+Ion组的(1．47±0．01)，分别降低为(1．27±0．01)、(1．11±

0．01)和(1．05±0．01)(P<0．05)。结论：c2—oer能有效地抑制小鼠T细胞的体外活化和增殖。
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Effects of C2-ceramide on activation and proliferation

of mouse T lymphocytes in vitro

MU Jing-jing，ZENG Yao—ying，HUANG Xiu—yan。ZHAO Xiao—hui

(Institute of Tissue Transplantation and Immunology，CoHege of Life Science and Technology，

Jinan University，Guangzhou 510632，China)

[Abstract] Aim：To investigate the effects of C2-ceramide on activation and prohferation of murine T

lymphoeytes，and to elucidate the mechanism of the immunosuppressive effect of C2-eer．Methods：Lym—

phocytes were isolated from lymphoid nodes of mouse。and were stimulated with polyclonal activators Co-

nA or PMA plus Ion，and then were co-cultured with C2-cer of different final concentration．The expres-

sion of CD69(the early marker of the activated T cells)on T lymphocytes were measured by flow cytome．

try combined witll two colored monoclonal antibodies．矾ile，the effect of C，-cer on the proliferation of T
lymphocytes in response to ConA or PMA plus Ion stimulation was determined by flow cytometry combined

with carboxyl fluorescein-diacetate—suecinimidyl ester(CFDA—SE)staining technology，and the prolifera-
tion index(所)Was analyzed by ModFit software．Results：C2-cer(final concentration is 25。50 and 75

ptmoL／L)Can inhibit the expression of CD69 on activated T lymphocytes in a dose—dependent manner(P

<0．01)．The expression rate of CD69 on T cells in response to ConA Was(60．13±1．18)％．After
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treatment with C2-cer．the expression rate of CD69 reduced tO(54．56±1．14)％，(48．73 4-1．26)％

and(27．09 4-1．07)％respectively(P<0．01)；C2-eer can inhibit the proliferation of T lymphocytes

stimulated by Con．A at all experimental concentration．The proliferation index(丹)of T cells in ConA

group is(1．8l±O．25)，and the P／value of T ceUs in C2-cer group is(1-46±0．01)，(1．25 4-0．04)

and(1．1 8±0．03)，respectively(P<O．05)；C2-eer Can also inhibit the proliferation of T lymphocytes

stimulated by PMA+Ion at all experimental concentration．The proliferation index(P，)of T ceils in

PMA+Ion group is(1．47 4-0．01)，and the P／value of T cells in C2-cer group is(1．27 4-0．01)，

(1．1l±0．01)and(1．05 4-0．01)，respectively(P<O．05)．Conclusion：Cz-cer Call effectively inhibit

the activation and proliferation of mouse T lymphocytes in vitro．

[Key words]C2一eeramide；proliferation；T cell activation；flow cytometry(FCM)

神经酰胺(ceramide，Cer)即N一脂酰鞘氨醇(N—

acetyl—sphingosine)，是由细胞膜神经鞘磷脂(sphin-

gomyelin)水解产生的一种脂质分子。神经酰胺作

为一类重要的脂质第二信使，对细胞分化、增殖、凋

亡及衰老等生命活动具有重要调节作用u q1。C：一

神经酰胺(C2．ceramide，C2一cer)是具有膜渗透性的

神经酰胺类似物。药理学研究表明，C：-eer具有抗

肿瘤，抗病毒等作用H-5】。目前对C：一cer的研究主

要集中在抗肿瘤方面，而其对免疫系统的调节作用，

尤其是对T细胞所介导的免疫应答的影响却鲜有

报道。本研究通过分析C：一cer对ConA或者PMA+

Ion刺激下的小鼠T细胞活化和增殖的影响，评价

其免疫效应并探讨其免疫作用机制。

1材料和方法

1．1材料

(1)实验动物清洁级BALB／c近交系小鼠，雄

性，8周龄，体质量(20±2)g，购自广东省实验动物

中心，许可证号：SCXK粤2006—0015。

(2)主要试剂 C2一ceramide购自美国Calbio-

them公司；佛波醇酯(phorbol 12一myristate 13-ace·

rate，PMA)、离子霉素(ionomycin，Ion)、刀豆蛋白A

(concanavalin，ConA)、3．(4，5一二甲基噻唑．2)-2，5一

二苯基四氮唑溴盐(3-(4，5-dimethylthiazol-2-y1)-2，

5-diphenyltetrazolium bromide，M"IT)、二甲基亚砜

(DMSO)、L一谷氨酰胺、B一二巯基乙醇均购自美国

Sigma公司；羧基荧光素双醋酸盐琥珀酰亚胺酯

(carboxyfluorescein diaeetate succinimide ester。CF．

DA—SE)购自美国Molecular Probes公司；Anti．mouse

CD3～rrrc(fluorescein isothiocyanate，异硫氰酸荧光

素)、Anti—mouse CD69一PE(phycoerythrin，藻红蛋白)

购自美国BD—PharMingen公司；RPMI一1640、胎牛血

清(fetal bovine$enlm，FBS)购自美国Gibco公司。

高速低温离心机为美国Sigma公司产品。流式细胞

仪(FACSCalibur)为美国Becton Dickinson公司产

品；酶标仪(Model 3550)为美国Bio．Rad公司产品。

1．2方法

(1)淋巴细胞悬液的制备将BALB／c小鼠断

颈处死，无菌分离双侧腋窝、锁骨下、腹股沟浅淋巴

结和肠系膜淋巴结，在含有PBS的无菌平皿中去掉

被膜，于200目尼龙网研磨过滤，收集细胞，PBS离

心(250×g，5 rain)洗涤细胞2次。

(2)C：．eer对小鼠T细胞活化的影响将1．2

(1)制得的淋巴细胞用含体积分数为10％FBS的

RPMIl640完全培养基重悬，并调整细胞密度为3×

109／L，接种于96孔细胞培养板，每孔190仙L。分

别设置对照组、ConA组、CortA+C2-cer 25 p』nol／L

组、ConA+C2-cer 50 p．moL／L组和ConA+C2一cer 75

I山mol／L组，各组相应加入培养基或药物工作液lO

灿L，将每孔调整至200止体系。将培养板置于37
℃、体积分数为5％CO：培养箱中孵育4 h，然后加

入ConA(终质量浓度为5 rag／L)，继续培养6 h后

收集细胞。PBS离心(250×g，5 min)洗涤细胞2

次，重悬于50汕L PBS中，加入Anti—mouse—CD3-

FITC、Anti·mouse—CD69一PE mAb(加入量为l t工g／106

细胞)，混匀后室温避光染色30 min，PBS离心(250

×g，5 rain)洗涤细胞2次，立即上流式细胞仪检测。

(3)淋巴细胞CFDA—SE染色将1．2(1)制得

的淋巴细胞用PBS重悬，并调整细胞密度为l×

1010／L，加入CFDA—SE工作液(终浓度为l DmoL／

L)，充分混匀，于室温避光轻轻振荡10 min【6J。用

等体积RPMI一1640培养液终止染色，离心(250 x g，
5 rain)，弃上清，相同条件洗涤细胞2次。

(4)C：一cer对T细胞增殖的影响将1．2(3)制

得的淋巴细胞用RPMI一1640完全培养基重悬，并调

整细胞密度为3×109／L，接种于96孔板，每孔190

斗L。分别设置对照组、诱导剂组(ConA或PMA+

Ion组)以及诱导剂+药物组(C：-cer终浓度分别为
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25、50、75 ttmol／L)，每孔调整至200 ttL体系。于37

℃、体积分数为5％CO：培养箱中孵育4 h，然后加

入CortA(终质量浓度为5 mg／L)或者PMA+Ion

(PMA终浓度为l×108 mol／L，Ion终质量浓度为

0．5斗g／mL)，继续培养48 h后收集细胞，立即上流

式细胞仪检测。

(5)流式细胞术分析所有样品经FACSCali—

bur流式细胞仪及CELLQuest获取。每管细胞悬液

样品检测104个细胞，所得数据用CELLQuest及

ModFitLr3．2软件进行分析。

(6)MTr法检测药物毒性作用分别设置空白

组(RPMI．1640完全培养基)、对照组(细胞悬液)、

C2-cer 25 ttmol／L组、C2-cer 50 ttmol／L组和C2-cer

75¨mol／L组。且每组设3个复孔。细胞密度和培

养方法与1．2(2)相似，不加ConA。细胞培养48 h

后，每孔加入20 laL MTF工作液(质量浓度为5 mg／

ran)，置于37℃、体积分数为5％CO：培养箱中避

光孵育4 h，离-g,(300×g，5 rain)，吸掉上清液体，每

A

B
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捌
赠
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孔加入100止DMSO，于振荡器上避光振荡10 min，
酶标仪490 nm波长检测每孔的吸光度(A值)，并计

算细胞相对存活率。

细胞相对存活率=[(A宴验组一A空白组)／(A对照坦

一Atom组)]×100％

(7)统计学处理 全部数据均使用Excel进行

处理，数据以(均数±标准差)(盂±s)表示，两组间

的比较采用配对l检验。

2 结果

2．1 C2-cer对Con A诱导的小鼠T淋巴细胞

CD69表达的影响

如图l所示，小鼠T淋巴细胞培养6 h后，对照

组仅有极少数T细胞表达CD69，表达率为(2．12±

0．04)％，而ConA组表达CD69的T细胞百分率显著

增加，为(60．13±1．18)％，与对照组相比差异显著(P

<O．01)。25、50、75 tunot／L的C2-cer均能显著抑

制ConA诱导的T细胞CD69分子的表达，其中以

荧光l通道(CD3一FITC)

A：T淋巴细胞；B：T细胞CD69表达率；L对照组；b．ConA组；c．conA+c2惯(25 i堋ot／L)；d．conA+C2棚(50删L)；e．c献
+C2--oer(75斗moVL)

图1 C2-cer对ConA诱导T细胞表达CD69分子的流式图
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75 laxaol／L的C2-c．圮r的抑制率最强，表达CD69分子

的T细胞百分率为(27．09±1．07)％，与conA组相

比差异显著(P<0．01，图1，表1)。

表1岛·cer对ConA诱导T细胞表达CD69的抑制效应

1)与空白对照组比较。P<0．仇；2)与CceA组比较，P<o．01

籁
七
韶
晕

妊
碧
疑

2．2 C：-c．eI-对小鼠T淋巴细胞增殖的影响

CFDA．SE染色后，在荧光l通道(FLl)中可检

测出均一染色的细胞群，细胞分裂1次，其荧光强度

倍减一半，故可动态追踪T细胞的增殖情况。用

ModFitLT3．2软件拟合后，得到增殖的T细胞各代的

百分率及增殖指数(P，)。对照组仅见1个亲代峰，

无增殖峰，未出现CFSE荧光强度减弱。而在ConA

或者PMA+Ion刺激下，CFSE荧光强度减弱，出现

子代细胞峰。加入C：--cer的药物组可明显减少Co-

nA或者PMA+Ion组的分裂代数和子代细胞数量，

并呈剂量依赖性(图2、3；表2、3)。

荧光1通道(CFSE)

I-对照组；b．C硼A；c．C∞A+c2惯(25 wmd／L)；d．CanA+c2锕(50 lamol／L)；e．C,otth+C2馏(75 t堋oVL)
图2淋巴细胞在ConA刺激下培养48 h后CFSE的荧光强度

瓤
÷
帮
霹

籁
霉
露

荧光1通道(CFSE)

‘对照组；b．PMA+Ion；c．PMA+I∞+c2-c茁(25 j堋oi／L)；d．PMA+I∞+c2蚶(50 p』aol／L)；e．PMA+Ion+ca蚶(75 paaoVL)
图3淋巴细胞在PMA+I帆刺激下培养48 h后CFSE的荧光强度
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1)与ConA组比较。P<o．05；2)与ConA组比较。P<o．01

表3 CFSE染色分析cz-cer对PMA+Ion诱导的小鼠T淋巴细胞(i±J)增殖的影响

1)与P+I组比较。P<o．05；2)与P+I组比较。P<o．01

2．3 C2-cer对小鼠T淋巴细胞的药物毒性作用

如表4所示，小鼠T淋巴细胞培养48 h后，药

物组细胞的相对存活率分别为95．90％、91．23％、

86．55％、77．78％，均可控制在70％以上，显示实验

所设置的3个药物浓度均低于药物毒性致死剂量，

药物毒性致死剂量定义为使其一半致死的药物剂

量，可认为该药物在25—100 p口noL／L范围内对细胞

有一定毒性作用，但并不影响抑制细胞增殖所得实

验数据的可靠性。

表4 c2-cer对小鼠T淋巴细胞(j±s)的药物毒性影响

3讨论

神经酰胺是生物体内重要的第二信使，参与体

内诸多生命活动，如阻滞细胞周期、抑制细胞生长及

诱导细胞凋亡等。早期研究表明，来源于肿瘤细胞

中的具更复杂结构的糖鞘脂类物质(glycosphingolip·

ids)显示出免疫抑制活性¨qJ。由此提示本研究探

讨C：-cer在调节免疫应答过程中的作用。T淋巴细

胞是免疫系统中重要的免疫活性细胞，而T细胞的

活化和增殖又是其发挥免疫活性的重要调控阶段，

因此本研究分别采用了小鼠体外T淋巴细胞活化

和增殖模型，分析C2．cer对ConA或PMA+Ion刺激

引起的T细胞活化和增殖作用的影响，结果发现

C：-cer可显著抑制T淋巴细胞的早期活化，并可明

显抑制ConA或PMA+Ion刺激的T淋巴细胞增殖

并呈剂量依赖关系。

ConA是T细胞多克隆刺激剂，其刺激途径是非

Ca2+依赖性的。CI)69属于Ca2+依赖性II型凝集素

样超家族跨膜受体，在早期活化的T细胞表面可以

大量表达。作为T细胞早期活化的表面分子，CD69

可与配体结合激活相关酪氨酸激酶，使胞内Caz+浓

度上调，从而启动T细胞早期活化。C：-cer可使

TCR表达下调，依赖于C2-cer诱导的Caspase活化。

并与Caspase介导的TC飚链的裂解有关u引，据此

推测C：．Cel"对ConA刺激的T细胞活化的影响可能

就是通过下调TCR的表达而实现的。另外，ConA

通过与T细胞表面的TCR／CD3复合体结合而诱发

其活化及增殖反应，推测C：一cer的抑制效应也可能

是通过抑制ConA与TCR／CD3复合物的交联，从而

抑制早期活化相关的蛋白酪氨酸激酶的活化，干扰

了早期活化事件，进而抑制了T细胞增殖。

PMA+Ion与ConA诱导细胞增殖的机制不同，

其刺激途径是Ca2+依赖性的。PMA可通过细胞膜
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进入胞内，模拟二酰基甘油(diacylglycerol，DAG)的

结构直接作用于蛋白激酶C(PKC)的调节部位，从

而激活PKC；Ion是Ca2+载体，可使细胞内Ca2+浓度

升高，二者协同导致T细胞增殖。C2-cer可以阻断

T细胞的Ca2+通道，降低胞内Ca2+水平¨11，可能阻

碍了PKC的激活，阻滞了磷脂酶C．yl(phospholipase

C_yl，PLC．y1)-Ca2+依赖的活化途径，从而抑制PMA

+Ion诱导的小鼠T细胞增殖。

根据目前C2-cer对肿瘤细胞作用的研究表明，

C：一cer主要通过阻滞细胞周期和诱导细胞凋亡而发

挥抑制肿瘤细胞增殖的作用u2以3I。C：．cer抑制Co-

I认或者PMA+Ion诱导的小鼠T细胞增殖，除了通

过抑制T细胞活化外，阻滞T细胞周期和诱导T细

胞凋亡也是其发挥作用的可能机制。

本研究证明C：一神经酰胺可显著抑制小鼠T细

胞体外活化和增殖，为将其开发成为免疫抑制药物

提供了实验依据。而T细胞活化和增殖是一个复

杂的动态过程，涉及多种细胞表面受体，酶和信号转

导途径，对c：一神经酰胺免疫抑制作用的具体位点

及机制仍待进一步研究。
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